STRESZCZENIE

Uszkodzenie rdzenia kregowego prowadzi do przerwania i degeneracji drég nerwowych, ktére majg
swoje zrodto w osrodkach nadrdzeniowych. W rezultacie pacjent doswiadcza czesciowej lub catkowitej
utraty zdolnosci ruchowej, ktérej stopien zalezy od lokalizacji i stopnia uszkodzenia rdzenia. Takie urazy
czesto wigzg sie z trwatg niepetnosprawnoscia, gdyz obecne metody leczenia sg ograniczone w swojej
skutecznosci. Jedng z obiecujacych strategii jest wzbogacanie sieci neuronowej ponizej miejsca
uszkodzenia w neurotrofiny — niskoczgsteczkowe biatka promujace przezycie neurondw i procesy
plastycznosci synaptycznej.

W niniejszej dysertacji dorostym szczurom po catkowitym przecieciu rdzenia kregowego (SCT) na
poziomie dolnych segmentéw piersiowych podano dordzeniowo wektor AAV niosgcy gen czynnika
neurotroficznego pochodzenia mézgowego (AAV-BDNF). Zwierzeta z nadekspresjg BDNF wykazaty
szybky i znaczacg poprawe sprawnosci ruchowej; w trzecim tygodniu po uszkodzeniu odzyskaty
zdolno$¢ do naprzemiennego ruchu konczyn, podporu masy ciata i stawiania stép na podeszwie w
trakcie treningu na ruchomym biezniku. Te wyniki, uzyskane w grupie 14 zwierzat staty sie mocnym
potwierdzeniem potencjatu terapeutycznego wektora AAV-BDNF zaobserwowanego wczesniej w
eksperymencie chronicznym przeprowadzonym w naszym Zespole. W doswiadczeniu trwajagcym 6
tygodni okres najlepszej poprawy funkcjonalnej przypadat na trzeci tydzien po SCT i iniekcji AAV-BDNF,
zas$ w poézniejszych czasach pooperacyjnych pojawiaty sie efekty uboczne w postaci drgawek i ruchow
klonicznych, najprawdopodobniej zwigzane z nadmierng stymulacja sieci.

W niniejszej pracy postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie o molekularne podfoze terapeutycznego
dziatania BDNF. W tym celu scharakteryzowano zmiany neurochemiczne i strukturalne w rdzeniu
kregowym i ztgczu nerwowo-miesniowym w okresie najwiekszej poprawy funkcjonalnej. Ze wzgledu
na przestanki wskazujgce na rézng wrazliwosé na SCT obwoddw neuronalnych dwdch przeciwstawnie
dziatajgcych miesni stawu skokowego: zginacza (Tibialis anterior, TA) i prostownika (Soleus, Sol),
zbadano motoneurony i ztgcza nerwowo-miesniowe tych dwdch miesni. Potgczenie analizy
komorkowej i subkomérkowej dystrybucji mRNA, ocenianej na podstawie fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ oraz analizy rozmieszczenia biatek wykrywanych za pomocg immunofluorescencji
na skrawkach tkanki umozliwito kompleksowg odpowiedZ? na pytania o wptyw uszkodzenia i
nadekspresji BDNF na odpowiedzi komérkowe w rdzeniu kregowym i miesniach. W celu zbadania
zmian w ultrastrukturze ztgcza nerwowo-miesniowego postuzono sie transmisyjng mikroskopig
elektronowa.

Wykazano, ze w trzecim tygodniu po podaniu wektora nadekspresja BDNF w rdzeniu kregowym
koncentrowata sie w neuronach segmentéw ledzwiowych L1-L2, bliskich miejsca iniekcji, natomiast w
rejonie motoneuronéw tylnych koriczyn, zlokalizowanych w segmentach L3-L6, biatko transgeniczne
obserwowano tylko we wtéknach transdukowanych komarek. Na podstawie tak scharakteryzowanego
rozmieszczenia rekombinowanego BDNF wysunieto wniosek, ze lokalnie wprowadzony wektor
prowadzi do dziatania transgenicznego biatka na neurony zlokalizowane w przestrzeni catego odcinka
ledZzwiowego. Dowiedziono, ze terapia wywarta szereg pozytywnych skutkéw: pozwolita utrzymad
obnizong po SCT receptywnos¢ motoneuronéw na BDNF wptywajac na ekspresje receptora o wysokim
powinowactwie TrkB, spowodowata zwiekszong aktywnos¢ transkrypcyjng podztgczowych jader
komarkowych miocytéw i przyczynita sie do normalizacji markeréw przekaznictwa neuronalnego w
miesniu. Ponadto stwierdzono, ze iniekcja AAV-BDNF doprowadzita do zachowania integralnosci
strukturalnej ztaczy nerwowo-miesniowych, przy czym jednostka nerwowo-miesniowa Soleusa
odpowiadata lepiej na terapie. Uzyskane wyniki przyczyniaja sie do zrozumienia mechanizmu dziatania
neurotrofiny BDNF oraz wskazujg na potencjalnie uzyteczny kierunek badan: terapie celowana
przeznaczong do wybranych typdéw jednostek motorycznych.



ABSTRACT

Spinal cord injury leads to the disruption and degeneration of neural pathways originating in
supraspinal centers. Consequently, patients experience partial or complete loss of motor function, the
extent of which depends on the location and severity of spinal damage. Such injuries often result in
permanent disability due to limited effectiveness of current treatment methods. One promising
strategy involves enriching the neuronal network below the injury site with neurotrophins — low
molecular weight proteins that promote neuron survival and synaptic plasticity processes.

In this dissertation, adult rats subjected to complete spinal cord transection (SCT) at the lower thoracic
segments were administered an intraspinal AAV vector carrying the brain-derived neurotrophic factor
gene (AAV-BDNF). Animals overexpressing BDNF demonstrated rapid and significant improvement in
motor function; by the third week post-injury, they regained the ability for alternating limb
movements, weight-bearing, and plantar stepping during treadmill training. These results, obtained in
a group of 14 animals, strongly confirmed the therapeutic potential of the AAV-BDNF vector previously
observed in a chronic experiment conducted by our Team. In the 6-week experiment, the best
functional improvement occurred in the third week post-SCT and AAV-BDNF injection, but side effects
in the form of clonic movements emerged in later postoperative periods, likely related to
overstimulation of the network.

This study aimed to elucidate the molecular basis of BDNF's therapeutic action. To this end,
neurochemical and structural changes in the spinal cord and neuromuscular junction were
characterized during the period of greatest functional improvement. Given indications of different SCT
sensitivities in the neuronal circuits of two antagonistic muscles of the ankle joint: the flexor (Tibialis
anterior, TA) and extensor (Soleus, Sol), motoneurons and neuromuscular junctions of these two
muscles were examined. Combining cellular and subcellular mRNA distribution analysis, assessed via
fluorescent in situ hybridization, and protein distribution analysis using immunofluorescence in tissue
sections, provided a comprehensive response to questions about the impact of injury and BDNF
overexpression on cellular responses in the spinal cord and muscles. Transmission electron microscopy
was employed to examine changes in the ultrastructure of the neuromuscular junction.

It was demonstrated that, in the third week post-vector administration, BDNF overexpression in the
spinal cord concentrated in neurons of the L1-L2 lumbar segments, close to the injection site, while in
the area of the hind limb motoneurons, located in the L3-L6 segments, the transgenic protein was
observed only in fibers of transduced cells. Based on this characterized distribution of recombinant
BDNF, it was concluded that locally introduced vector leads to the transgenic protein's action on
neurons located throughout the entire lumbar segment. The therapy was proven to have several
positive effects: it maintained reduced SCT post-injury receptivity of motoneurons to BDNF, caused
increased transcriptional activity of subsynaptic myocyte nuclei, and contributed to the normalization
of neuronal signaling markers in the muscle. Moreover, AAV-BDNF injection preserved the structural
integrity of neuromuscular junctions, with the Soleus motor unit responding more favorably to
therapy. These results contribute to understanding the mechanism of action of the neurotrophin BDNF
and point to a potentially useful research direction: targeted therapy for selected types of motor units.



